



























【背景と目的】炎症性腸疾患(inflammatory bowel disease; IBD)は消化管に原因
不明の炎症を引き起こす慢性疾患の総称であり、狭義ではクローン病(Crohn’s 
disease; CD)と潰瘍性大腸炎(ulcerative colitis; UC)の2疾患を指す。全ゲノム相関解





感受性SNP (single-nucleotide polymorphisms; 一塩基多型)がSNP周囲のメチル化
を制御し、そのメチル化を介してIBD感受性遺伝子の発現を調節していると仮説を
立てた。仮説を証明するための最初のステップとして炎症部位の腸管粘膜固有層単
核球(lamina propria mononuclear cells; LPMCs)のCD4陽性Effector Memory T細
胞(Tem)を分離し、Methylation-sensitive SNP array (MSNP)法と呼ばれる手法を
用い、IBD感受性遺伝子の周辺にアリル特異的メチル化(allele specific methylation; 
ASM)を認めるかどうか、またASMを認めた近傍のIBD感受性遺伝子に発現変化を
認めるかどうかを解析した。【対象と方法】IBD15例(CD 10例、UC 5例)の切除標


























ASM: allele specific methylation 
CD: Crohn’s disease 
EWAS: epigenome-wide association studies 
GWAS: genome-wide association studies 
IBD: inflammatory bowel disease 
ICR: imprinting control region  
LPMCs: lamina propria mononuclear cells;  
MSNP: Methylation-sensitive SNP array 
MSRE: methylation-sensitive restriction enzymes 
QC: quality control  
RAS: relative allele score  
RIN: RNA integrity number  
SNP: single-nucleotide polymorphisms 
TADs: topologically associating domains  
Tem: effector memory T cell  
































を対象としたメチル化解析(epigenome-wide association studies; EWAS)により肥満















そこで本研究では、IBD感受性SNP (single-nucleotide polymorphisms; 一塩基多
型)がSNP周囲のメチル化を制御し、そのメチル化を介して真のIBD感受性遺伝子の
発現を調節していると仮説を立てた。仮説を証明するための最初のステップとし
て、Methylation-sensitive SNP array (MSNP)法19, 21, 22) と呼ばれる手法を用い
て、IBD感受性SNP周囲にアリル特異的メチル化(allele specific methylation; ASM)
が存在するか検討した。MSNP法とはメチル化感受性制限酵素(methylation-








































 手術により摘出した炎症部位の小腸もしくは大腸から、Fiocchi C.らの方法30) に
よりLPMCsを分離した。具体的には、腸管を縦に切開しHank’s balanced salt 
solution (HBSS) (Wako, Osaka, Japan)により糞便の除去を行った後、2-3 cm × 10 
cm大に分割した。0.15% dithiothreitol (DTT) (Wako)含有HBSSで30分間震盪洗浄
し、その後、1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Wako)含有HBSSで
90分間、震盪洗浄を行った。完全に上皮細胞層がなくなるまで、この操作を繰り返
した。上皮細胞層を除去した後に再度、HBSSで震盪洗浄を行い、残存腸管を5 mm
大に細かく刻み、その後、1 mg/ml collagenase type 3 (Worthington Biochemical 
Corporation, Lakewood, USA)、DNase I (Roche, Basel, Switzerland)含有HBSSに
100倍ペニシリン-ストレプトマイシン-アムホテリシンB懸濁液(Wako) 2.5mlを加え
て全量100mlとし、37°Cにて8-10時間消化した。消化後、100 μmセルストレイナー
(BD Biosciences, Franklin Lake, USA)に通した後、細胞懸濁液を回収した。700 
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×gで遠心後、細胞ペレットをHBSSに懸濁し、Ficoll-Hypaque (GE Healthcare, 




分離した炎症部位のLPMCsからCD4陽性T細胞をEasy Sep Magnet (STEMCELL 
Technology, Vancouver, Canada)でEasy Sep Human CD4+ T cell Enrichment 
(STEMCELL Technology)を使用してnegative selectionで分離した。さらに分離し
たCD4陽性T細胞を抗CD3-FITC、CD4-PE、CD45RO-APC、CD197 (CCR7)-
BV421、7ADD-Cell Viability Solution (BD Biosciences)で染色後、FACS aria II 
セルソーター(BD Biosciences)でTemを分離した。Tem分離の際の取得したデータ
をFlowJo (Version 10.4.1)で解析し図1に示した。ソーティング効率は常に98%以上













認用としての実験コントロール)。MSREはHpaII (5’-CˆCGG-3’), HhaI (5’-GCGˆC-
3’), AciI (5’-CˆCGC-3’) (New England BioLabs, Ipswich, USA)の3種類のMSREのカ
クテルであり、この3種のカクテルでCpG全体の32.4%を認識できると報告がある
32) 。3種のMSREのそれぞれ1 µlずつを5 µlのCutSmart Buffer (New England 
BioLabs)とRNase free水で全量50 µlとなるように調整し、1 µgのDNAを37°C、15
分で反応させた。(D)の検体は腸管のTem由来のDNAを使用する必要があるが、(G)
と(U)の検体は必ずしもTem由来のDNAである必要はなく、全血からのDNAを使用
した。(G)と(U)のDNAはPAXgene Blood DNA Kit (QIAGEN)を使用して抽出し















Axiom Analysis Suite (Version 2.0.0.35, Affymetrix, Santa Clara, USA)を使用し、
























AG, AU, AD; (G), (U), (D)のAアリルのシグナル強度 


































rs13239907を利用してプライマーを作成した (図 3b)。 rs13239907 (A/G)は






プライマーはPyroMark Assay Design 2.0 (QIAGEN)を使用して設計し、Sigma 
Aldrich (St Louis, USA)にプライマーの作成を依頼した。使用したプライマーの詳













にはTapeStation (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)を使用し、QCの基準を
RNA integrity number (RIN)値は7.7以上、容量20 ng以上に設定した。total RNA
はSMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit (Takara Bio, Kusatsu, Japan)を使用
し、プロトコールに従い、cDNAに変換、増幅しライブラリの作成を行った。RNA




















































































この理由として、解析された検体が末梢血17, 18) や生検粘膜16) といった様々な細胞種
が混じったheterogeneousな検体を用いて解析されていることがあげられる。DNAメ
チル化分布は細胞種・組織特異性があり、DNAメチル化解析では標的とする細胞種や



























































































rs3622170 (SMAD3近傍 )が日本人 IBDと相関あるいは相関する傾向を認めた














































































 IBD 患者の LPMCs 中の Tem を使用して、IBD 感受性遺伝子周辺の ASM を指摘
28 
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図 1. フローサイトメトリーでの CD4+ Effector Memory T cell (Tem)の分離 
a. Lamina propria mononuclear cells (LPMCs)を side scatter (SSC)と forward 
scatter (FSC)に基づいてリンパ球分画をゲーティング。LPMCs は細胞分離用
Magnet で CD4+ T cell の純度を事前に高めている(negative selection) 。 
b. 図 1a のリンパ球分画のうち 7ADDlow (生存細胞)をゲーティングした。 
c. 図 1b の生存細胞のうち CD3highCD4high (CD4+ T 細胞)をゲーティングした。細胞
分離用 Magnet で CD4+ T 細胞の純度を事前に高めているため CD3lowや CD4lowとな
る細胞は少ない。 
d. 図 1c の CD4+ T 細胞のうち CD45ROhighCCR7lowをゲーティングすることで、Tem
をソーティングした。LPMCs 中には CCR7high となる細胞(naive T cell、central 
memory T cell)はほぼ認めなかった。 
 
図 2. methylation-sensitive SNP array 法の概略図 









ヘテロ接合のSNPの消化前後でrelative allele score (RAS)が変化しているプローブ
がSNP近傍にASMがあるものであり、平均RAS変化値が0.1以上のものをASMと定
義した。 
SNP; single-nucleotide polymorphisms 
RAS; A/(A+B) 
A,B; A or B アリルのシグナル強度 
 
図 3. アリル特異的バイサルファイトパイロシークエンシング法(rs36221701) 
バイサルファイトパイロシークエンシング法でアリル特異的メチル化を解析するた
めには個々のアリル毎のメチル化を測定し、アリル間で比較する必要がある。そこで、
それぞれのアリルに特異的な PCR プライマーを作成し、2 つの PCR 増幅産物につい
てパイロシークエンシング法でメチル化率を比較した。アリル特異的 PCR プライマ
ーはその 3’末端がアリルを規定する SNP となるように設計した。 
Y=C or T  
a. rs36221701 の周辺のバイサルファイト変換前後の配列 
rs36221701 近傍には CpG が 2 個あり、5’側から CpG1、CpG2 とした。 
バイサルファイト変換すると、非メチル化 C は T に変換される。 
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rs36221701 (C/T)は変換すると(T/T)に変換され、変換された T なのか、もともとの
T なのかが判別不能であり、この部分を含む PCR プライマーを作成しても、由来
するアリルが特定できない。 
b. アリル特異的 PCR 
rs36221701 の 297bp 下流に位置している rs13239907 を利用してプライマーを作
成した。rs13239907 (A/G)は rs36221701 (C/T)と完全に連鎖している(A→C, G→T: 
r2=1.0) 34) 。PCRプライマーの forward primerは両アリルで共通で、reverse primer
は 3’末端がアリルを規定する SNP となるように設計した。(A or G: 相補鎖) 
c. アリル特異的パイロシークエンシング 
b.で増幅された 2 つのアリル特異的 PCR 増幅産物についてパイロシークエンシン
グ施行した。sequence primer 1 は rs13239907 をターゲットにしており、アリル
特異的 PCR の正確性を確認するために使用し、sequence primer 2 は CpG1、CpG2
をターゲットにしており rs36221701 近傍のメチル化を比較するために使用した。 
d. 使用したプライマー 
PCR primer R の 3’末端がアリルを規定する SNP となっている。5’側はビオチン化
している。 
 
図 4. 全ゲノム増幅の検証 






b. MSRE 認識配列がないプローブの plot 図 (rs11150376) 




図 5. インプリンティング領域での allele specific methylation (ASM) の plot 図
(rs2107425) 
rs2107425 は H19 (11p15.5)の上流に位置し、H19/IGF2 imprinting control region
として知られる。  
(c)ヘテロ接合の検体が消化後にホモ接合に変化している(平均 RAS 変化値=0.38)。こ
の変化は両方向性の変化(C/T → C/C or T/T)で、ASM は genotype によって cis に制
御している訳ではなく、ゲノムインプリンティングにより母親由来もしくは父親由来
のアリルに従って制御されていることを示している。  
RAS; relative allele score 




図 6. 炎症性腸疾患感受性遺伝子周辺の allele specific methylation (ASM)の plot 図
(rs1130368) 
rs1130368 は HLA-DQB1 (6p21,32)のエキソンに位置する SNP である。HLA-DQB1
は日本人 CD 42) 、欧米人 UC の感受性遺伝子の一つである 1) 。 
(c)ヘテロ接合の検体が消化後にホモ接合に変化している(平均 RAS 変化値=0.23)。こ
の変化は一方向性の変化(G/T → T/T)で、ASM はインプリンティングではなく、
genotype によって cis に制御されている。これは T アリル周囲でメチル化が亢進し、
G アリル周囲でメチル化が抑制されていることを示している。(図 2 を参照) 
 
図 7 炎症性腸疾患感受性遺伝子周辺の allele specific methylation (ASM)の plot 図
(rs36221701) 
rs36221701 は SMAD3 (15q22.33) の上流に位置し、SMAD3 は IBD 感受性遺伝子
の一つである 1) 。 
(c)ヘテロ接合の検体が消化後にホモ接合の方向に変化している傾向がある(平均 RAS
変化値=0.14)。この変化は一方向性の変化(C/T → C/C)で、ASM はインプリンティン
グではなく、genotype によって cis に制御されている。これは C アリル周囲でメチ





図 8. allele specific methylation (ASM)を有する炎症性腸疾患感受性遺伝子近傍の候
補 SNP 抽出のフローチャート 


















SNP; single-nucleotide polymorphisms, MSRE; methylation-sensitive restriction 
enzymes, RAS; relative allele score, IBD; inflammatory bowel disease 
(G); ゲノム DNA, (D); MSRE で消化後の DNA, (U); 全ゲノム増幅で全て非メチル化
後に MSRE で消化した DNA 
AG, AU, AD; (G), (U), (D)の A アリルのシグナル強度 
BG, BU, BD; (G), (U), (D)の B アリルのシグナル強度 
 
図 9. rs36221701 の遺伝子型と SMAD3 の発現との関係 
トランスクリプトーム解析の結果から遺伝子型の発現量を散布図で示した。直線は回
帰直線を示す。 
FPKM; fragments per kilobase of exon per million reads mapped 























図 4. 全ゲノム増幅の検証 
a. methylation-sensitive restriction enzymes (MSRE)認識配列があるプローブ
(rs2181907) 
























表 1. CD、UC 患者の臨床背景 
 
CD; Crohn’s disease, UC; ulcerative colitis, 5ASA; 5 aminosalicylic acid, IFX; 
infliximab, ADA; adalimumab, AZA; azathioprine, 6MP; 6 mercaptopurine, PSL; 




表 2. 6 例の ASM を有する IBD 感受性遺伝子周辺の候補 SNP 
 
SNP; single-nucleotide polymorphisms, RAS; relative allele score, IBD; inflammatory bowel disease 
51 
 
表 3a. C アリルと T アリルのメチル化率（ヘテロ接合） 
 
*対応のある t 検定 
 






表 4. rs36221701 の遺伝子型と周辺の遺伝子の発現量の関係 
 
*単回帰分析 
FPKM; fragments per kilobase of exon per million reads mapped 
